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Tezin Bashg1  : Sitmada Tedavi Siirecinin Real Time PCR ile Takibi: /n vivo
Modelde '
Ogrencinin Adi:  Ibrahim Cavus

Danismam . Prof. Dr. 1. Ciineyt Balcioglu
Anabilim Dali :  Tibbi Parazitoloji
1. OZET

Amag: Sitma tanisinda ve hastanin takibinde altin standart yontem mikroskopi
olarak kabul edilmektedir. Fakat dogru bir tan1 ve hasta takibi i¢in deneyimli bir
personele gereksinim vardir. Bu nedenle mikroskopi yontemini destekleyecek bir
yontemle taniyr dogrulamak g¢ok oOnemlidir. Calismamizda sitmanin tedavisinin
takibinde mikroskopik yontemlerin yani sira Real Time PCR’m kullaniminin
uygunlugunun arastirilmasi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Arastirmamizda her grupta 5 adet erkek Balb/c farenin
bulundugu 5 grup olusturulmustur. Her bir fare intra peritonal olarak 10 /ml P.
berghei paraziti ile enfekte edilmistir. 1., II. ve III. grupta bulunan farelere sirasiyla
bir giin, iki giin ve ii¢ giin 50 mg/kg/giin Klorokin tedavisi enfeksiyonun verildigi
giinden 2 giin sonra uygulanmustir. IV. grup farelere tedavi uygulanmamis, V. grup
farelere ti¢ giin serum fizyolojik verilmistir. Parazitemi durumu 21 giin boyunca
farelerin kuyruk ucundan alinan kandan yapilan preparatlarin kontrolii ve Real Time
PCR ile Plasmodium’a ait hedef gen bolgesinin varligi kontrol edilmistir.

Bulgular: 1., Il., IV. ve V. grupta bulunan farelerin boyali preparatlarinin ve Real
Time PCR sonugclarinin pozitif oldugu goriilmektedir. III. Grup farelerin 5. ve 7. giin
boyali preperatlarinda pozitiflik goriiliirken diger preparatlart negatif olarak
degerlendirilmistir. Real Time PCR sonuglarinda ise 7. giin pozitiflik goriiliirken
diger giinlerde parazite ait hedef gen bdlgesi saptanamamustir.

Sonuclar: Mikroskopi yontemi ile Real Time PCR yontemi karsilagtirildiginda her
iki yonteminde paralel sonu¢ verdigi goriilmektedir. Mikroskopi yontemi disinda
Real Time PCR yonteminin de kullanilmasi sitma tanisinda ve hasta takibi agisindan
onemli oldugu ve birbirini destekleyen farkli yontemlerin kullanilmasi gerektigi

kanisina varilmistir.

Anahtar Sozciikler: Sitma, Mikroskobi, RT-PCR, P. berghei, Tiirkiye
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2. ABSTRACT

Objective: Although the gold standard method for diagnosis of malaria and follow-
up of the patient is accepted as microscopy, an experienced staff is required for
accurate diagnosis and patient follow-up by microscopy. Therefore, it is very
important to confirm the diagnosis with a method to support the microscopy method.
In our study, it was aimed to investigate the suitability of the use of Real Time PCR,
as well as microscopic methods, following the treatment of the malaria.

Materials and Methods: In our study, 5 groups of 5 male Balb/c mice were formed
in each group. Each mouse was intraperitoneally infected with 10" / ml Plasmodium
berghei parasites. The mice in the first, second and third groups received 50
mg/kg/day of chloroquine treatment one day, two days and three days respectively, 2
days after the day of infection. The fourth group of rats was not treated and the fifth
group of rats was given saline treatment for three days. The parasitemia state was
checked for 21 days by checking the blood preparations made from the tail end of the
mice and searching the parasite DNA by Real Time PCR.

Results: When the results were evaluated, I, I, IV. and V. group, and Real Time
PCR results are positive. I11. group mice were found to be positive on the 5th and 7th
day of the preparation, and the subsequent preparations were evaluated as negative.
Real Time PCR results showed positive on day 7, but no parasite DNA was detected
on other days.

Conclusions: When the method of microscopy and Real Time PCR is compared, it is
seen that both methods give parallel results. The use of the Real Time PCR method
in conjunction with the microscopy method has led to the conclusion that different

methods should be used to support each other in the diagnosis of malaria.

Keywords: Malaria, Microscopy, Real Time PCR, P. berghei, Turkey



3. GIRIS ve AMAC

Sitma, enfekte disi Anofel cinsi sivrisineklerin sokmasi yoluyla insanlara
bulasan, oliimlere ve ciddi ekonomik kayiplara neden olan paraziter bir hastaliktir.
Insanlarda enfeksiyona neden olan sitma etkenleri Plasmodium vivax, Plasmodium
falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale’nin yani sira son zamanlarda
bildirilen Plasmodium knowlesi tiirleridir.

Birlesmis Milletler Gelisim Programi (UNDP), Diinya Bankasi, Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) ve Birlesmis Milletler Cocuk Fonu (UNICEF) 1998 yilinda “Roll
Back Malaria (RBM)” ortakligin1 kurmuslardir. Bu ortakligin amaci tiim diinyada
2010 yilina kadar sitma insidansini diisiirmek ve risk altindaki bolgelerde yeni
koruyucu onlemler gelistirmektir. WHO ve UNICEF’in 2005 yilinda yayimladigi
Diinya Sitma Raporunda ilag direncinin sitma ile miicadelede biiyiik bir problem
oldugu vurgulanirken, yeni antimalaryal ila¢ kombinasyonlarinin hayat kurtarici
olabilecegi bildirilmektedir. Bu raporda ayni zamanda bir¢ok {ilkenin sitma ile
savasta 1lac¢ politikalarini degistirerek yeni antimalaryal ilag kaynaklarina yoneldigi
aciklanmaktadir (WHO 2005).

Diinya Saglik Orgiitiiniin 2017 yilinda hazirlamis oldugu son raporunda 2010
yilindan beri diinya genelinde sitma olgu insidansi diismiis olsa da 2014 yilindan bu
yana diisiis hizinin durdugu ve bazi bolgelerde bu durumun tersine dondiigi
bildirilmistir (WHO 2017).

WHO’nun hazirlamis oldugu The World Malari Report 2017 raporuna gore
2016 yilinda 91 iilkeden 216 milyon sitma olgusu bildirilmistir. Bir 6nceki yila gore
yaklasik 5 milyon vaka artis1 goriilmektedir. Diinya genelinde 2015 yilinda 446 bin
kisinin, 2016 yilinda 445 bin kisinin sitma nedeniyle 6ldiigii bildirilmektedir. Bu
Olimlerin %91°1 Afrika bolgesinde, %6’sinin da Giliney Asya bolgesinde oldugu
vurgulanmigtir (WHO 2017).

Sitmanin endemik oldugu Afrika ve Uzak Dogu iilkelerine ¢alismak i¢in giden

vatandaslarimiz ve iilkemizin cografik konumu itibari ile go¢ yolu iizerinde yer



almas1 nedeniyle iilkemize diizensiz gdg¢men olarak girisler sonucunda import
vakalar goriilmektedir. Gelen import vakalarmm biiyik bir kisminin geldikleri
iilkelerde tan1 konulmasi ve tedavi verilmesine ragmen Kkisilerin tedavilerini tam
olarak almadiklar1 ve lilkemizde hastaliklarinin tekrar niiks ettigi gézlenmistir.

Polimeraz zincirleme tepkimesi (PCR) gibi molekiiler yontemlerin mikrobiyal
hastaliklarin tanisindaki kullanimlari, tanisal duyarliligin artmasina ve daha 6nce tani
konulamayan bir¢ok hastalik etkeninin saptanip, hastalarin tedavi edilmesine olanak
saglamistir. Sitma tedavisinin takibinde mikroskobik yontemlerin yani sira tani
yontemi olarak Real Time PCR’in kullaniminin uygunlugunun arastiriimasi
insanlarin Oliimiine yol acabilen sitmanin tedavisinin takibi agisindan biiyiik 6nem
tasimaktadir. Tedavi sonrasi kontrollerde mikroskobik yontemler ile yapilan takibin
yant sira Real Time PCR yontemi ile parazit varliginin arastirilmasi tedavi sirasinda
yasanan aksakliklara bagli olarak hastanin eksik tedavi almasi veya direng
durumunda parazitin tespit edilmesi ile tedavinin yeniden planlanmasi saglanacak ve
hastaligin kontrolii, tedavisi aksaklik yasanmadan saglanmis olacaktir.

Calismamizda sitma tedavisinin takibinde kullanilan mikroskobik yontemler ile
Real Time PCR yonteminin uygunlugunun karsilagtirilacak olmasi iilkemize giris
yapan import vakalarin takibinde ve verilecek olan tedavinin sekillenmesinde
yardimci olacaktir. Kullanilan mikroskobik yontemler i¢in bu konuda uzmanlagmis
kisilerin tanida biiyiik bir 6nemi vardir. Uzman kisilerin iilkemizde belli merkezlerde
bulunuyor olmasi nedeni ile bazi olgularin atlanmasina neden olmaktadir. Her iki
yontemin kullanilmasi ile meydana gelebilecek yanlishiklar 6nlenmis olacak ve
insanlarin Glimiine neden olabilen sitmanin tani, tedavi ve takibi herhangi bir

aksakliga neden olmadan saglanmis olacaktir.



4. GENEL BILGILER

4.1. INSANDA PARAZITLENEN Plasmodium TURLERININ
SINIFLANDIRILMASI

Insan sitmasina neden olan Plasmodium tiirleri P. vivax, P. falciparum, P.
malariae, P. ovale ve P. knowlesi’dir. Vektorii olan disi Anopheles cinsi sivrisinekler

tarafindan bulastirilir.

Tablo 1. Insanda parazitlenen Plasmodium tiirlerinin siniflandirilmasi

Kingdom Protista
Subkingdom Protozoa
Phylum Apicomplexa
Class Sporozoea
Order Eucoccidiorida
Family Plasmodiidae
Genus Plasmodium

) P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale, P.
Species ]
knowlesi

Diger zoonotik Plasmodium tiirleri; P. cynomolgi, P. brasilianum ve P. simium

tirleridir (Ramasamy ve ark 2014).

4.2. Plasmodium’LARIN EVRIMIi

Plasmodium’lar gelisimleri i¢in biri ara konak digeri kesin konak olmak iizere
iki konaga ihtiya¢ duymaktadirlar. Ara konak olan insanda sizogonik (eseysiz), kesin
konak olan sivrisinekte sporogonik (eseyli) evrim gegirirler.

Sizogonik evrim iki asamada gergeklesmektedir. Birbirini takip eden bu

asamalar karaciger parankim hiicrelerinde ekzoeritrositik ve eritrositik donemleridir.



Insandan kan emerken enfekte Anofel cinsi sivrisineklerden gegen sporozoitler yarim
saat icerisinde karacigere ulagmaktadirlar. Karacigere ulasan sporozoitler
Plasmodium tiirlerine bagli olarak farkli siirelerde karaciger parankim hiicrelerinde
sizont formuna doniisiirler. P. vivax’ta 8 giin, P. malariae’de 15 giin, P. ovale’de 9
gin ve P. falciparum’da 6 giin oldugu bildirilmektedir. Sizont formu igerisinde
gelisen merozoit adetleri P. ovale’de 15.000, P. malariae’de 2000, P. vivax’ta 1000
ve P. falciparum’da 40 — 1000 adet oldugu bildirilmektedir. Merozoitlerin olusumu
daha sonra merozoitlerin sizontlar1 patlatarak perifere yayilmasi ile ekzoeritrositik
donem son bularak eritrositik donem baglamistir. Eritrositik donemde Plasmodium
tirlerinin hepsinde ilk form geng¢ trofozoit formudur. Daha sonra ikinci form
Plasmodium tiirlerine bagli olarak ilk form olan geng trofozoitlerin degisimi ile
olusan olgun trofozoit formudur. Olgun trofozoitler dnce geng sizont daha sonra
olgun sizont formuna doniisiirler. Geng sizont ve olgun sizont formlarinin olusum
stireleri de Plasmodium tiirlerine bagl olarak farklilik gosterirler. Olgun sizont
formunda niikleusun boliinmesi ile merozoitler gelismektedir. Plasmodium tiirlerine
bagli olarak eritrosit igerisinde gelisen merozoitlerin sayist ve gelisim siireleri
farklilik gosterirler. Merozoit sayilar1 P. vivax’ta 8 — 24, P. malariae’da 6 — 12, P.
ovale’de 6 — 16 ve P. falciparum’da 8 — 36 adettir. En kisa gelisim siiresine sahip P.
knowlesi’de 24 saat, P. vivax ve P. ovale’de 48 saat, P. malariae’de 72 saat ve P.
falciparum’da 36 — 72 saattir. Eritrosit igerisinde gelisen merozoitler bir siire sonra
hiicreyi patlatarak kan igerisine gecer ve yeni eritrositlerin igerisine girerler. Bu
merozoitlerin bir kismi eritrositik donemi tekrar baslatirken diger kismu ise eritrosit
icerisinde ana esey hiicreleri olan makrogametosit ve mikrogametositleri
olustururlar. Olusan bu gametositler insanda goriilen sizogonik evrimin son
formlaridir. Bundan sonra gelisen sporogonik evrim disi Anofel sivrisinekleri
igerisinde devam etmektedir.

Sporogonik evrim; hasta insandan kan emme sirasinda disi Anofel cinsi
sivrisinekler gametosit formalarini almasi sporogoni evriminin baglamasini saglarlar.
Disi Anofel cinsi sivrisinek tarafindan alinan makrogametosit ve mikrogametositler
sivrisinegin midesinde serbest kalarak gelisimlerine baglarlar. Ortalama 1sinin 24°C
oldugu ortam sartlarinda 2-3 saat igerisinde mikrogametin makrogamet ile
dollenmesi sonucu zigot olusumu gerceklesmektedir.

Ceperi incelen zigot hareketli ookinet formuna doniisiir. Hareketli ookinet mide

dis ¢eperinden gecer. Ceperi kalinlasmaya ve hareketsiz hale gelmeye baslayan
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ookinet, ookist formuna geger. Ookist icerisinde bulunan ¢ekirdeklerin par¢alanmasi
ile etraflarina sitoplazma toplanmaya baglar. Bu sekilde sporozoit formu gelisir.
Ookist icerisinde gelisen sporozoitlerin olusturdugu bu forma sporokist adi verilir.
Sporokist igerisinde yaklasik 10.000 civarinda sporozoit olusmaktadir. Sporogonik
evrimin son doneminde sporokist pargalanarak igerisindeki sporozoitler sivrisinegin
tim viicudu igerisine dagilirlar. Tikriik bezlerine gelen sporozoitler tiikrik bezi
hiicrelerinin igerisine girerler. Sivrisinegin insandan kan emmesi sirasinda hortumu

araciligryla sporozoitler insana gecer (Sekil 1) (Kuman 1993; Ozcel 2007).
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Sekil 1. Plasmodium’larin sizogonik ve sporogonik evrimi (CDC 2019)

4.3. SITMANIN EPiDEMIiYOLOJISi

4.3.1. Diinyada Sitmanin Durumu:

Diinya Saglik Orgiitiiniin hazirlamis oldugu The World Malari Report 2017
raporuna gore 2016 yilinda 91 iilkeden 216 milyon sitma vakasi bildirilmistir. Bir
onceki yila gore yaklasik 5 milyon vaka artig1 goriilmektedir. Bu sitma vakalarinin
%901 Afrika Bolgesi, %7’si Asya Bolgesi ve %2’si Dogu Akdeniz Bolgesinde
oldugu goriilmektedir. Diinya genelinde 2015 yilinda 446 bin kisinin, 2016 yilinda



445 bin kisinin sitma nedeniyle 6ldiigii bildirilmektedir. Bu dliimlerin %91°1 Afrika
bolgesinde, %6’smin da Giiney Asya bolgesinde oldugu vurgulanmistir (WHO
2017).

4.3.2. Avrupa Bolgesinde Sitmanin Durumu:

Diinya Saglik Orgiitii Avrupa Bolgesi iilkelerine bagl 10 iilke (Ermenistan,
Azerbaycan, Giircistan, Kazakistan, Kirgizistan, Rusya Federasyonu, Tacikistan,
Tiirkiye ve Ozbekistan) 2005 yilinda “Avrupa Bélgesinde Sitma Kontroliinden
Eliminasyona Gegis” baslikli Tagkent Deklerasyonuna imza atmistir (\WHO 2017).

Avrupa Bolgesi iilkelerinde 1995 yilinda 91.000 yerli sitma vakasi goriiliirken
2015 yilinda bu sayinin sifira diistiigii bildirilmistir. 2005 yilinda imzalanan Tagkent
Deklerasyonunda  belirlenen  hedefe  ulasildigi  goriilmektedir.  Taskent
Deklerasyonunu imzalayan iilkelere import vakalarin siirekli girmesi sitma bulaginin
yeniden baglamasima neden olabilecegini diisiindliirmektedir. Bu nedenle hedefin
korunmast i¢in bu {ilkelerin Tagkent Deklerasyonu ile uygulamaya koyduklari
politikalarin aksamadan devaminin saglamasi amaciyla Askabat Bildirgesi

imzalanmistir (WHO 2017).

4.3.3. Dogu Akdeniz Bolgesinde Sitmanin Durumu:

Diinya genelinde rapor edilen sitma vakalarmin %2’si Dogu Akdeniz Bolgesi
tilkelerinde goriildiigii bildirilmektedir. Dogu Akdeniz Bolgesi iilkelerinde sitma
vakalarinin %21’ P. vivax’in neden oldugu sitma vakalaridir. Diinya Saglik
Orgiitiine bagh Dogu Akdeniz Bélgesi iilkerinde sitmaya baglh 6liim oranlarinin
2010 y1l1 verilerinin 2016 yil1 verileri ile karsilastirildiginda degismedigi fakat diger
tiim bolgelerde 6liim oranlarinda diisiis goriilmiistiir. 2015 — 2016 yillar1 arasinda ise
Dogu Akdeniz Bolgesi iilkelerinde 6lim oranmin arttigi bildirilmektedir (WHO
2017).

Bolge iilkelerinden 14 iilkede yerli sitma vakalari goriilmezken, 8 iilke (iran,
Suudi Arabistan, Afganistan, Cibuti, Pakistan, Somali, Sudan ve Yemen) sitma
acisindan endemik durumdadir. Irak 2009, Misir 1998, Umman 2004 ve Suriye 2005
yilindan bu yana yerli sitma vakasi rapor etmemistir. Misir 2015 yilinda 291 import
sitma vakasi, Suriye 12 import sitma vakasi bildirmistir fran ve Suudi Arabistan
2020 yilina kadar eliminasyonu hedeflemektedir. fran’da 2010 - 2016 yillar1 arasinda
81 yerli sitma vakasi rapor edilirken, Suudi Arabistan’da 2010 — 2015 yillar1 arasinda
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yerli sitma vaka sayist 100 vakanin altinda kalmis fakat basta Yemen olmak {izere
sinir {lilkelerinde meydana gelen i¢ karisikliklara bagl olarak sitma vaka sayis1 2016

yilinda 272 olarak bildirilmistir (WHO 2017).

4.4. SITMANIN TURKIYE’DEKI VEKTORLERI VE
EPIDEMIiYOLOJIiSi

4.4.1. Sitma Vektorleri

Ulkemizde Anopheles algeriensis, An. claviger, An. hyrcanus, An. maculipennis,
An. marteri, An. plumbeus, An. pulcherrimus, An. sacharovi, An. subalpinus, An.
superpictus olmak tizere 10 adet Anofel tiirii bulunmaktadir. Bulunan sitma
vektorlerinden en onemlisi An. sacharovi vektoriidiir. Daha sonra sirasiyla An.

superpictus. An. maculipennis ve An. sulbapinus takip eder (Alten ve ark. 2007).

4.4.2. Parazit Tirii

Ulkemizde ge¢mis yillarda P. vivax, P. malariae ve P. falciparum tiirlerinin
neden oldugu yerli sitma vakalarmin bildirildigi literatiir bilgileri bulunmaktadir.
Sitma savas kapsaminda 1951 yilinda 20.132 pozitif kan 6rneginin 14.560’1 P. vivax,
3449u P. falciparum ve 584’ii P. malariae olarak tespit edildigi bildirilmistir. Yakin
gecmiste lilkemizde goriilen yerli sitma vakalarinda yerli bulag olarak P. vivax tiirii
goriilmektedir. Plasmodium’un diger tiirleri ise import vaka olarak karsimiza
cikmaktadir. P. falciparum ve P. malariae tirlerinin vektorleri iilkemizde
bulunmasindan dolay1 bu tiirlerin neden oldugu sitma vakalarinin goriilme riski

bulundugu goz ardi edilmemelidir (Alten ve ark. 2007).

4.43. Tiirkiye’de Mevcut Sitma Durumu

Saghik Bakanligi’nin etkin sitma savas politikast sonucu iilkemizde 2013
yilindan bu yana yerli sitma vakasi goriilmemistir.

Ulkemizde 2013 yilina kadar gériilen yerli sitma vakalar1 biiyiik ¢ogunlugunun
Gilineydogu Anadolu bdélgemizle smirli oldugu goriilmektedir. Yerli sitma vakasi
2008 yilinda 166 iken 2009 yilinda bu say1 38’e diismiistiir. 2010 yilina gelindiginde
9 niiks vaka tespit edildigi bildirilmistir. Bu verilerinde gosterdigi lizere iilkemizde

uygulanan sitma savas politikalarinin olduk¢a basari oldugu goriilmektedir.



Uygulanan bu politikalar sonucu 2013 yilindan bu yana yerli sitma vakasi

bildirilmemistir (Ozbilgin ve ark. 2011; WHO 2015; WHO 2017).

4.5. ULUSLARARASI SEYAHAT ve SITMA

Gilinlimiizde teknolojinin gelismesi ve kiiresellesme stireci ile birlikte ulagimin
kolaylagsmas1 milyonlarca insan i¢in rahat, ucuz ve sik seyahat edebilme imkani
sunmaktadir. Diinyanin ulagim aracglar ile kii¢iilmesi bir¢ok hastaligin yayilmasini
kolaylastiran en onemli etmenlerdendir. Afrika, Asya ve Amerika basta olmak {izere
91 {ilkede endemik olan sitma, uluslararasi seyahat eden insanlari risk altina
sokmaktadir. Bu tlilkelere seyahat eden insanlarin bircogu seyahat sirasinda veya
seyahatten dondiikten sonra hastalanmaktadir. Bu seyahatlere bagli olarak her yil
yaklasik 10.000’den fazla sitma olgusu rapor edilmektedir. Bu nedenle sitma
endemik olan iilkeleri ziyaret eden kisilerin seyahatten dondiikten sonra ki 3 ay
icerisinde Ozellikle ates yakinmasi olursa mutlaka sitma agisindan arastirilmasi
onerilmektedir (WHO 2010).

Ulkemizin bulundugu cografik konum itibari ile gd¢ yollar1 iizerinde bulunmasi
nedeniyle her yil farkli iilkelerden (Sudan, Yemen, Afganistan, Irak, Yemen, Gana,
Mali, Hindistan vb.) P. vivax ve P. falciparum basta olmak iizere Plasmodium tiirleri
ile enfekte olgular iilkemize girmektedir. Ulkemize yurt dis1 kaynakli (import) sitma
vakalar1 sayilarini inceledigimizde; 1998 — 2009 yillar1 arasinda 588, 2010 yilinda
79, 2011 yilinda 132 yurt dis1 kaynakli sitma vakasi gozlenmistir. 2011 yili yurt dist
kaynakli sitma vakalarinin 97’si P. falciparum, 35°i P. vivax oldugu bildirilmistir
(Ozbilgin ve ark. 2010; WHO, 2017)

4.6. SITMADA PATOGENEZ ve KLiINiK BELIRTIiLER

Sitma enfeksiyonunun en 6nemli belirtisi atestir. Sitma enfeksiyonunda goriilen
atesin temeli 2000 yildan bu yana tam olarak aydinlatilamamistir. Sizont riiptiirii ile
febril nobet arasindaki direkt gegici baglanti, parazitlerin pirojen bir madde
salgiladiklarini diisiindiirmesine karsin boyle bir maddenin varlig1 gosterilememistir.
Endojen pirojen maddenin sizont riiptiirii ile a¢iga ¢ikan eritrosit ve parazit artiklarini
fagosite eden doku makrofajlar1 tarafindan salgilandigi iddia edilmistir. Endojen

pirojen bir madde olan tiimor nekroz faktorii-cachectin (TNF) sitmali hastalarin

10



serumlarinda aranmis, ancak bu maddenin sitmanin ates patogenezindeki rolii
aciklanamamustir. Yiiksek atesin yol agtigi belirgin vazodilatasyon, efektif plazma
hacminde ortostatik hipotansiyona neden olabilecek bir diismeye yol agmaktadir.
Sonugcta antidiiiretik hormon ve aldosteron salgis1 artmakta, daha sonralar1 nébetlere
eslik eden belirgin diaforez, kusma ve su aliniminda azalma sonucu sivi elektrolit
dengesi bozulabilmektedir. Hiponatremi de siklikla goriilen bir bulgu olmaktadir
(Kuman ve Dagc1 1999).

Sitma komplikasyonlarindan biri olan anemi, sizogoni sirasinda enfekte
eritrositlerin riiptiirii sonucunda goriilen hemolize baglanabilecek orandan daha
biiyiikk olabilmektedir. Splenomegaliye bagli olarak eritrositlerin dalakta yikima
ugramast aneminin patogenezine yardimci olmaktadir. Olusan aneminin otoimmiin
kaynakl1 olabilecegini gosteren bulgular goriillmektedir. Diseritropoesis goriilebilir ve
sagaltim sonrasinda bile anemiye yanit olarak goriilen periferik retikiiloz gecikebilir.
Hemoliz yaygin olmadik¢a hemoglobinemi ve hemoglobiniiri pek goriilmez. Sitmaya
bagli massif hemoliz ve hemoglobiniiri gelistiginde tablo Karasu Hummasi adim
almaktadir (Kuman ve Dagc1 1999; Ozcel 2007).

Plasmodium falciparum sitmasina bagli olarak goriilen akciger d6demi, akut
bobrek yetmezligi ve beyin fonksiyon bozukluklar1 gibi komplikasyonlarin ortak
temeli anemi ve mikrodolasimda meydana gelen degisimler sonucu gelisen doku
hipoksisinden kaynaklandigi disiiniilmektedir (Kuman 1993; Kuman ve Dagci
1999).

Plasmodium falciparum her yastaki ertirositi enfekte edebilme yetenegine
sahiptir. Bu yilizden yiiksek parazitemiye neden olur. P falciparum insanda
mikrovaskiiler hastaliga yol agabilmektedir. P. falciparum “yumrular” adi verilen
eritrosit zar1 degisiklikleri ile mikrovaskiiler sistemde kan akisini yavaslamakta buna
bagli olarak dokulara giden oksijen miktar1 azalmaktadir. Kilcal damarlarin endotel
biitiinliigliniin bozulmasina bagli olarak permeabilite artabilmekte ve bu durum
beyin, bobrek, akciger ve diger organlarda hiicreler arasi bosluga sivi ve protein
sizmasina neden olabilmektedir. Bu nedenle P. falciparum’a bagli enfeksiyonlarda
stvi verilmesi ¢ok onemlidir (Kuman ve Dagcer 1999).

Patogenezde mikrotrombuslarin ve sitma toksinlerinin de etkili oldugu
diistiniilmektedir.

Sitmaya bagli akciger 6demi gelisen hastalarda trombus olusumu ile birlikte

mikrovaskiiler konjesyon, interstisyel 6dem ve hyalin zar olusumu seklinde patolojik
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degisiklikler goriilmektedir. Serebral sitma olgularinda beyin korteksinin gri
cevherinde parazit igeren eritrositlerle tikali damarlar, perivaskiiler 6dem, halka tarzi
hemoraji ve nadiren goriilen glial reaksiyon olusabilmektedir (Kuman ve Dagci
1999).

Sitmaya bagli karakteristik klinik belirtiler sitma nobeti adi verilen iisiime,
titreme, ates ve terlemedir. Goriilen bu klinik belirtilerin tiimii az ya da ¢ok siddetli
olarak Plasmodium tiirlerinin neden oldugu tiim sitma tiplerinde goriilebilmektedir.
Bu ek olarak akut sitma nobetlerinde anemi ve splenomegali de eslik edebilir. Sitma
nobetleri, sitmaya neden olan Plasmodium tiiriine bagli olarak 24 - 36 — 48 — 72
saatte bir goriilen periyodik karakter gostermektedir. Sitma nobeti sirasinda goriilen
Klinik belirtiler sitma parazitinin tiirtine, hastanin genel saglik ve beslenme
durumuna, genetik ozelliklerine, bagisiklik sistemine ve yasimna bagl olarak
degisiklik gosterebilmektedir (Ozcel 2007).

Sitma parazitinin karaciger sizogonik evrimini takiben merozoitlerin kan
dolagimina dagilmasi ile karakteristik sitma ndbetleri ortaya g¢ikar. Bu ndbetlerin
ortaya ¢ikmasina kadar gegen siireye sitmada prodromal doénem adi verilir.
Prodromal dénemde halsizlik, bas agrisi, kol ve bacaklarda agrilar, ishal, kas ve
eklem agrilar1 ve hafif ates gibi gribal enfeksiyon benzeri belirtiler goriilmektedir.
Ancak bazi olgularda prodromal doénem gelismeden sitma nobetleri ortaya
cikabilmektedir. Eger kan transfiizyonu, endemik bdlgede yasam veya endemik
bolgeye seyahat Oykiisii var olan kisilerde prodromal donemde goriilen klinik
bulgular gézlenmesi durumunda bu olgularda sitma mutlaka diisiiniilmelidir (Kuman
1993; Kuman ve Dagc1 1999; Ozcel 2007).

A- Sitmada Kulucka (Inkiibasyon) Dénemi

Enfekte bir disi Anophel cinsi sivrisinegin insandan kan emmesi sirasinda
sprozoitleri kana vermesinden, ilk sitma nébetlerinin goriilmesine kadar gegen
zamana kulugka dénemi adi verilmektedir. Kulugka dénemi Plasmodium tiirlerine
bagl olarak 14 — 30 giin arasinda degismektedir. P. falciparum sitmasinda 11 — 16
giin, P. vivax sitmasinda 12 — 18 giin, P. ovale sitmasinda 11 — 16 giin, P. malaria
sitmasinda 28 — 37 giin ve P. knowlesi sitmasinda 3 — 7 giin oldugu bildirilmektedir.
Kulugka siireleri daha kisa olabilecegi gibi daha uzun da olabilmektedir. Ozellikle
bazi P. vivax suslarinin neden oldugu sitmada kulugka donemi 18-26 ay
olabilmektedir (Kuman ve Dagc1 1999; Ozcel 2007; Singh ve Daneshvar 2013).

12



B- Sitma Nobeti

Usiime, titreme, ates ve terleme sitma ndbetinin karakteristik klinik belirtileridir.

1. Usiime — Titreme

Urperme ile birlikte hastada siddetli iisiime hissi olusmakta ve geneleri birbirine
vurarak titreme goriilebilmektedir. Yorgan veya battaniye altinda veya yaz giinesi
altinda dahi listime devam etmektedir. Hastada bag agrisi, mide bulantisi, kusma ile
tisime devam eder. Hastanin soluk goriiniimii yani sira dudaklar1 ve parmaklari
siyanoze goriiniimdedir. Usiimeye ragmen ates yiikselmeye baslar. Hastanin derisi
kuru ve soluk, nabzi hizli ve zayiftir. Usiime—titreme genellikle 0.5 — 2 saat devam
edebilmektedir (Kuman ve Dagc1 1999; Ozcel 2007).

2. Yiiksek Ates

Usiime—titremeyi takiben ates yiikselmeye baslar. Ates 40°C’ye kadar
¢ikabilmektedir. Hastanin yiizii kizarik, gozleri parlak, derisi kuru goriiniimdedir.
Hastada siddetli bas agris1 goriiliitken atesin daha da yiikselmesi ile ajitasyon
goriilebilmektedir. Hastanin nabzi tasikardik ve dolgun olup solunum hizli, karin
agrisi, bulanti ve kusma gibi belirtiler goriilebilmektedir. Deride iirtiker ve eritem
tarzinda dokiintiiler olabilmektedir. Idrar normalden az, koyu renklidir. idrarda
albumin ve iirobilinojen pozitif, kan da ise iire ve kolestrol yiiksek bulunmaktadir.
Ates genellikle 2 — 6 saat devam edebilmektedir ((Kuman ve Dagc1r 1999; Ozcel
2007).

3. Terleme

Ates, hastanin yiiziinde, ellerinde ve bacaklarinda baslayan terleme ile diismeye
baglar. Terlemenin biitlin viicudu kaplamasiyla hizla diiserek normal diizeye
inmektedir. Hasta bir sonraki nobete kadar kendini norma hissetmektedir ((Kuman
ve Dagc1 1999; Ozcel 2007).

Sitma ndbetleri reenfeksiyon olmadigi takdirde, P. vivax ve P. ovale
sitmalarinda 48 saatte, P. falciparum sitmasinda 36— 48 saatte, P. knowlesi
sitmasinda 24 saatte ve P. malaria sitmasinda 72 saatte bir goriilebilmektedir.
Meydana gelen ndbetler parazitin kandaki eritrositer sizogoni evriminin siiresine
bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Konagin bagisiklik sistemine bagli olarak kandaki
eritrositer sizogoni evrimi yavaglayabilmekte, hatta bir siire durabilmektedir. P. vivax
ve P. ovale sitmalarinda, karacigerde bulunan hipnozoitlerin herhangi bir nedenle

aktive olmasiyla karaciger sizogoni evrimi tekrar baglamakta ve eritrositer sizogoni
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evrimi sonucunda tipik sitma nébetleri tekrar goriilebilmektedir (Kuman 1993; Ozcel

2007; Singh ve Daneshvar 2013).

4.7. ULKEMIZDE SITMA TEDAVISi

Sitma tedavisi i¢in Onerilen ilaglar klorokin, primakin, kinin, meflokin, artemisin
ve tiirevleri, doksisiklin, tetrasiklin ve klindamisindir (T.C. Saglik Bakanligi 2019).

Ulkemizde son yapilan sitma tedavi algoritmasmin giincellenmesinden once

uygulanan sitma tedavi protokolii, periferik kan incelemesiyle sitma tanist konmus
olgularda; 15 yasindan biiyiik veya eriskinlere, 1 ve 2. giinlerde, giinde 600 mg
Klorokin baz (klorokin tablet 150 mg baz igerdiginde, 2 tablet sabah, 2 tablet aksam),
3. giin 300 mg klorokin baz (2 tablet bir defada) bol su ile agizdan verilmekte idi.
Cocuklar i¢in 1 ve 2. giinlerde, ¢ocugun agirligina gére 10 mg/kg ve 3. giinde 5
mg/kg klorokin baz hesaplanarak yine bol su ile verilmesi onerilmekteydi (T.C.
Saglik Bakanlig1 2019).
Bu tedaviye ek olarak, primakin, erigkinlere (hamileler, emzirmekte olan kadinlar ve
GO6PD yetmezligi olanlar hari¢) 1. giinden baslayarak klorokinle birlikte veya 4.
giinden basliyarak (klorokin tedavisinden sonra) 14 giin, giinde 15 mg baz primakin
(1 tablet 15 mg baz icerdiginde, giinde 1 tablet), ¢ocuklara ise giinde 0,25 mg/kg baz,
hesaplanarak verilmekteydi (T.C. Saglik Bakanligi 2019).

Tirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi Halk Saghigi Midiirliigi tarafindan son
yapilan giincelleme ile birlikte sitma tedavi algoritmasi glincellenmistir. Tiirkiye’de
periferik kan incelemesi ile sitma tanis1t konmus ve Plasmodium tiirii tespit edilmis
olgularda; P. malariae, P. ovale ve P. vivax tiirlerinin neden oldugu sitma
vakalarinda ilk trimesterdeki gebeler hari¢ tiim vakalarda artemether-lumefantrine
tablet (20 mg artemeter ve 120 mg lumefantrine) giinde 2 kez olacak sekilde 3 giin
verilir. Ilk iki doz 8 saat ara ile verilir. Ayrica, P. vivax ve P. ovale sitmalarinda ilave
olarak 14 giin primakin (giinliik 0,25 mg/kg veya 0,50 mg/kg ) tedavisi uygulanir
(T.C. Saglik Bakanligi 2019).

Plasmodium knowlesi ve P. falciparum tiirlerinin neden oldugu sitma
vakalarinda ilk trimesterdeki gebeler hari¢ tiim vakalarda artemether-lumefantrine
tablet (20 mg artemeter ve 120 mg lumefantrine) giinde 2 kez olacak sekilde 3 giin
verilir. 11k iki doz 8 saat ara ile verilir (T.C. Saglik Bakanligi 2019).
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[k trimesterdeki gebeler i¢in kinin (600 mg, giinde 3 kez) + klindamisin (10
mg/kg, giinde iki kez) 7 giin tedavi uygulanir (T.C. Saglik Bakanligi 2019).

Agir sitmada vel/veya hasta oral yolla ila¢ alamiyorsa, acilen IV veya IM
artesunate kullanimina baglanir. Tedavi dozu 2,4 mg/kg lizerinden hesaplanir. 0., 12.
ve 24. saatte devaminda 24 saatte bir verilir. Artesunate tedavisine en az 24 saat
olmak {izere oral tedaviye gecene kadar devam edilir. Hasta 24 saat artesunate ile
tedavi edildikten sonra oral tedaviyi alabilecek durumu gelince 3 giinliik artemether-
lumefantrine tablet ile tedavi tamamlanir (T.C. Saglik Bakanligi 2019).

Primakin gebelerde, 6 aydan kii¢iik cocuklarda ve bu cocuklari emzirenlerde
kontrendikedir (T.C. Saglik Bakanligi 2019)

Tedavi tamamlandiktan sonra mutlaka kontrol kami verilerek sitma acisindan
hem mikroskopik hem de PCR yontemi ile kontrol edilmesi gerekmektedir.

Ulkemizde goriilen sitma vakalar1 yurtdis1 kaynaklidir. Bu vakalarin tedavileri
oncelikle parazitin alindigr iilkedeki diren¢ durumu g6z Oniine alinarak

diizenlenmektedir (Kuman 1993; Ozcel 2007; Ozbilgin ve ark. 2010; WHO 2010).

4.8. Plasmodium berghei’NIN TARITHCESI

Senegal’de Chatton ve Roubaund tarafindan 1913 yilinda Glossina’larda
Plasmodium berghei’nin ookistleri bulunmustur. 1938 yilinda Albert Duren
Kwango’da Anopheles dureni’yi saptamistir. Vickle ve Ursel 1943 yilinda parazit ile
enfekte olmus Anopheles dureni’nin eriskinlerini bulmustur. Vickle presipitin testleri
ile bu sinegin beslendigi kanin baz1 kemirgenlerden emildigini kesfetmistir. Nihayet
1948 yilinda Vickle ve Lips tarafindan agag¢ farelerinin (Thamnomus surdaster)
kaninda P. berghei’nin eritrosit formlari bulunmustur. Daha sonra 1954 yilinda
Vickle Afrika’nin gesitli bolgelerinden bu paraziti izole etmistir (Jadin 1965; Ott
1966).

4.9. Plasmodium berghei’NIN EVRIMIi

Plasmodium berghei’nin omurgali viicudunda eseysiz (sizogonik) ve
sivrisineklerde eseyli (sporogonik) evrim donemi oldugu, bunlardan omurgali
hayvanlarin ara konak sivrisineklerin ise kesin konak olduklar1 bildirilmektedir (Unat

1991).
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Omurgali viicudundaki eseysiz evrimin ilk donemi disi sivrisinegin kan emerken
omurgal1 konagin derisinden verdikleri sporozoitlerin, dolagimla karaciger parankim
hiicrelerine girerek gecirdikleri alyuvar disi (eksoeritrositik) donemdir. Bu dénem
ikiye ayrilir. Birinci alyuvar dis1 (Primer eksoeritrositik) donem ve ikinci alyuvar disi
(sekonder eksoeritrositik) donemdir. Birbirine benzer formlar1 karaciger parankim
hiicrelerinde olusmaktadir. Sporozoit inokulasyonundan yaklasik 50 saat sonra
eksoeritrositik evresi goriliir. Sporozoitler deriden girdikten sonra karaciger
parankim hiicrelerine girerler ve burada 30 saatte 9 p, 36 saatte 14 n, 45 saatte 23
ve 50 saat sonunda da 26 p biiyiikliigiine ulasirlar. Karaciger parankim hiicrelerinde
sizogonik evrim sonucu olusan sizontlarin i¢inde 4000 kriptomerozit olusur. Hem
primer eksoeritrositik hem de sekonder eksoeritrositik doénemde olusan
kriptomerozoitler herhangi bir nedenle karaciger hiicresini patlatip serbest kalinca bir
kism1 yeniden karaciger parankim hiicrelerini enfekte ederken, bir kismi da kapiller
damarlar yolu ile dolagima karigirlar ve eritrositlerin dis kismina yapisirlar
(marginasyon). Daha sonra eritrositlerin i¢ine giren parazitler burada eritrositik
sizogoni ile tiremelerini siirdiiriirler ve bu gelisimleri 22 - 25 saatte tamamlanir (Ott
1966; Scholtyseck 1979).

Eritrositler iginde eseysiz gelismenin ilk formu olan geng¢ trofozoit halka
seklinde olup tash yiizilk goriinlimiindedir. Daha sonra olgun trofozoit olusur ve
bunun sitoplazmasinda vakuol ve pigment maddesi goriiliir. Olgun trofozoit
vakuolunu yitirip V seklini alir ve kromatin ikiye boliiniir, boylece geng sizont
olusur. Niikleusun daha ¢ok parcalara ayrilmasi ile olgun sizont meydana gelir, olgun
sizont i¢inde niikleuslarin gevresinin sitoplazma ile sarilmasiyla merezoitler olusur.
Bu merezoitler 8-12 adettir. Eritrositlerin parcalanmasiyla serbest kalarak kana
karisan merezoitler yeniden enfekte olmamis eritrositlere girerek eritrositik
sizogoniyi sirdiiriirken bir kismida girdikleri eritrositlerde mikrogametosit ve
makrogametosit’e doniisiirler (Gametogenosis) (Ott 1966; Scholtyseck 1979).

Gametositler i¢ organ kapillerinde olgunlasir sonrada periferik kana dagilirlar.
Gametositler gelisimlerini siirdiirebilmek icin disi sivrisinege ihtiya¢ duyarlar. Disi
sivrisinek (kesin konak) kan emerken gametositleri alir. Ara konakta gametogenosis
ile baslayan kesin konakta (sivrisinekte) siirdiiriilen gelisme ve lireme donemine
sporogoni denir. Makrogametositler ve mikrogametositler sivrisinegin midesinde

sindirilemezler (Ott 1966; Scholtyseck 1979).
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Eritrositin hazmedilmesiyle serbest kalan mikrogametosit’in i¢indeki kromatin
kiiclik parcalara boliiniir. Mikrogametositin yiizeyinde kamg¢iya benzeyen uzantilar
olusur ve her bir uzantiya ¢ekirdek tanecikleri girer sonrada bunlar ana hiicreden
kopup (Eksflagellasyon) serbest harekeret edebilirler. Bu sekilde mikrogametositten
mikrogametler olusmus olur. Makragametositin iginde bulundugu eritrositin
sindirilmesiyle serbest kalan parazit yuvarlak sekil alarak makrogamete doniistir (Ott
1966; Scholtyseck 1979).

Mikrogametin makrogamet c¢eperine degdigi yerde kiigiik bir kabariklik olusur
ve mikrogamet buradan igeri girer (fekondasyon), bu sekilde dollenme olusur.
Makrogametin kabugu kalinlasir ve zigot meydana gelir. Zigotun kabugu incelir ve
amibimsi hareket eden ookinet olugur. Ookinet midenin epitel dokusuna girinceye
kadar en ¢ok 15 p biiytikliigiine ulasir. Ookinet sivrisinegin intestinal hiicreleri igine
yerlesir, burada yuvarlak bir sekil alarak ¢eperi kalinlasir, hareketi durur ve ookist
olusur. Ookistlerin olusmasina kadar gecen siire yaklasik 48 saattir. Ookistlerin
icindeki c¢ekirdegin parcalanmasi ve ¢evrelerinin sitoplazma ile kusatilmasiyla
sporozoitler olusur, sporozoitleri tagiyan keseye sporokist denir. Sporokistler i¢cinde
sporozoitler birbirine paralel siralar halinde dizilirler, sporozoitler en erken 8. giinde
goriiliirler. Sporokistlerin par¢alanmasiyla serbest kalan sporozoitler sivrisinegin
viicut bosluguna dokiiliir. Viicut boslugundan biitiin organlara dagildiklar1 gibi
tilkriik bezlerine de gegerler. Sivrisinek kan emerken tiikriik salgisi ile birlikte
sporozoitleri de verdiginden, paraziti ara konaklara bulastirmis olur (Ott 1966;
Scholtyseck 1979).

4.10. P.berghei’NIN CALISMALARDA KULLANILMA NEDENI

Vickle ve Lips’in 1948 yilinda Afrika agag farelerinin (Thamnomys surdaster)
kaninda buldugu P. berghei, laboratuvarlarda basit sitma modeli olarak
kullanilmaktadir. Kemirgenlerde P. berghei ile deney hayvanlarinda ¢alismalar 1950
yilinda baglamistir. Laboratuvar ¢alismalarinda memelilere en uygun sitma modeli
olan bu parazit kullanilarak sizogenik, sporogenik evre hakkinda ve bunun yani sira
patolojik, fizyolojik, kemoteropik, immunolojik alanda c¢ok sayida calisma
yapilmistir (Kreier ve Ristic 1964; Jacobs 1965; Ott 1966; Strickland 1982).

Mc Cutchan ve arkadaglar1 Plasmodium larin temel DNA yapilarini incelerken,

P. falciparum’un temel DNA yapisinin kemirgen Plasmodium larinin temel DNA
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yapisina diger Plasmodium tiirlerine gore daha yakin oldugunu bildirmislerdir
(McCutchan ve ark. 1984).

Plasmodium falciparum ile evrimsel yakinligi olabilecegi diistiniildiigiinden ve
laboratuvar ¢alismalarinda memelilere en uygun sitma modelinin etkeni oldugundan
dolayr kemirgen sitmasi parazitlerinden P. berghei secilerek c¢alismalarimizda

kullanilmistir.
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. DENEY HAYVANLARI ve PARAZIT SUSU

Calismamizda, American Type Culture Collection (ATCC) / Virginia / USA’dan
temin edilen ve Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Parazit Bankasinda
s1vi azot tankinda saklanmakta olan kemirgen sitma etkeni P. berghei susu ve deney
hayvani olarak da 2— 4 aylik, ortalama 20-25 g agirlikta erkek Balb/C fareler ile

aragtirmamiz yapilmistir.
5.2. P. berghei PASAJLARI ve DENEY HAYVANI ENF EKSIYONLARI

Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Parazit Bankasinda saklanan P.
berghei susu sivi azot tankindan ¢ikarildiktan sonra 37°C’lik su banyosunda
¢ozdiiriilmistiir. 37°C’lik su banyosunda ¢ozdiiriilen P. berghei susu bir fareye intra
peritonal (I.P.) olarak verilmistir. Giin asir1 fare kuyruk ucundan kan alinarak ince
yayma preparatlart hazirlanmis ve giemsa boyasi ile boyanarak parazit yilizdesine
bakilmistir. 10 giin sonunda steril kabin igerisinde farenin koltuk alt1 veni kesilerek
alman ve enfeksiyon oran1 10°/ml P. berghei olacak sekilde seyreltilen kandan her
bir fareye 0,25 ml intra peritonal (Resim 1) olarak verilerek ¢alismamizda

planladigimiz gruplar olusturulmustur.
5.3. CALISMA GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Calismamizda 5 grup olusturulmustur. Her bir grupta 2— 4 aylik, ortalama 20 —
25 g agirlikta, erkek 5 adet Balb/C cinsi fare bulunmaktadir.
I.  Grup : Bir giin tedavi alan (50 mg/kg/gtin Klorokin )
II. Grup : iki giin tedavi alan (50 mg/kg/giin Klorokin )
I1l.  Grup : Ug giin tedavi alan (50 mg/kg/giin Klorokin ) (Tam tedavi alan )
IV. Grup : Tedavi almayan
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V. Grup : Serum fizyolojik verilen grup

Farelere sitma tedavisi i¢in gavaj yardimiyla 50 mg/kg/giin klorokin verilmistir
(Resim 2-3). 1., II. Grupta yer alan farcler sitma tedavisini eksik alan gruplari
olusturmakta iken III. Grupta yer alan fareler sitma tedavisini tam alan grubu
olusturmaktadir. Plasebo etkisinin goz ardi edilmesi i¢in V. Gruba serum fizyolojik
verilmigtir. Enfeksiyonun gelisimini izlemek amaciyla IV. Gruba tedavi
verilmemistir.

Tedavi almayan grup disindaki gruplarda bulunan farelere P. berghei’nin

verildigi giinden 2 giin sonra tedaviye baslanmistir.

5.4. TEDAVI ve ENFEKSIYONLARIN TAKIiBi

Calismamizda olusturulan 5 gruptan ilk ii¢ gruba klorokin tedavisi
uygulanmustir. Birinci gruba bir giin 50 mg/kg/giin klorokin tedavi, ikinci gruba iki
giin 50 mg/kg/gilin klorokin tedavisi ve tigiincii gruba ti¢ giin 50 mg/kg/giin Klorokin
tedavisi uygulanmustir. Ugiincii grup tam tedavi alan kontrol grubu olarak
planlanmistir. Dordiincli gruba tedavi uygulanmamis ve tedavi almayan kontrol
grubu olarak planlanmistir. Besinci gruba serum fizyolojik verilmistir.

Enfeksiyonun verildigi 2. glinden sonra tedavilere baglanmistir. 21 giin boyunca
farelerin enfeksiyon durumlari takip edilmistir. Tedavi bitiminden itibaren giinasirt
her bir farenin kuyruk ucu kesilerek kan alinmigtir (Resim 4). Alinan kanin bir kismi
ile ince yayma preparatlar1 hazirlanmis ve giemsa boyasi ile boyanarak 11k
mikroskobunda 100X objektif ile incelenerek parazit varligi agisindan kontrol
edilmistir (Resim 5-6). Alinan kanin geri kalan kism1 Real Time PCR ile parazite ait

hedef gen bolgesi aranarak kontrol edilmistir.
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Resim 1.  Plasmodium  berghei

parazitinin IP verilmesi Resim 2. Klorokin ilac1 ve gavaj

Resim 3. Klorokin ilacinin gavaj Resim 4. Fare kuyruk ucundan kan
yardimiyla fareye verilmesi alinmasi ve preparat hazirlanmasi

%

Resim 6. Giemsa boyali ince yayma

Resim 5. Ince yayma preparatlarinin preparatlart

hazirlanmasi

5.5. REAL TIME PCR RNA iZOLASYONU

Real Time PCR c¢alismasi i¢in gerekli RNA izolasyonu islemi QIAamp RNA
Blood Mini Kit (Qiagen, Germany) kullanilarak yapilmistir.

Her fareden ependorf tiipiine alinan 50 pL kan iizerine 250 pL Buffer EL
eklenmistir. Ependorf tiipleri 15 dk buz igerisinde inkiibasyona birakilmistir. Bu
islem sirasinda 5. ve 10. dk’larda tiipler vorteksle karistirilmistir. Daha sonra tiipler
+4°C’de 400 g 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi iist kisim atilmistir. Pellet
tizerine 100 uL Buffer EL eklenmis ve vorteksle karistirilmistir. Tiipler +4°C’de 400
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g 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi {ist kistm atilmistir. Pellet {izerine 350
puL Buffer RTL eklenmis ve vorteksle karistirilmistir. Karistim QIAshredder spin
column tiiplerine aktarilmistir. Tiipler 2 dk maksimum hizda santrifiij edilmistir.
Filitrenin altinda kalan kisim {izerine 350 pL %70’lik etanol eklenmis ve pipetle
karistirilmistir. Bu karigim QIAamp spin column tiiplerine aktarilmis ve 15 sn 8000 g
de santriflij edilmistir. Santrifiij sonras1 iistteki filitre tiip yeni bir collection tiipe
yerlestirilmistir. Filitreli tiip igerisine 700 pL Buffer RW1 eklenmis ve 15 sn 8000 g
de santriflij edilmistir. Santrifiij sonras1 iistteki filitreli tiip yeni bir collection tiipe
yerlestirilmistir. Filitreli tiip igerisine 500 pL Buffer RPE eklenmis ve 15 sn 8000 g
de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi iistteki filitreli tiip yeni bir collection tiipe
yerlestirilmistir. Filitreli tlip ig¢erisine 500 pL Buffer RPE eklenmis ve maksimum
hizda 3 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi iistteki filitreli tlip yeni bir collection
tipe yerlestirilmigtir. Ortamdaki etanoliin tamamen ug¢masi igin filitreli tiip bos
olarak maksimum hizda 1 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi Ustteki filitreli tiip
1,5 mI’lik ependorf tiip icerisine yerlestirilmistir. Filitreli tiip igerisine 50 pL RNase-
free water eklenmis ve 8000 g de 1 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi filitreli
tiip atilmistir. Ependorf tiipii igerisinde RNA elde edilmistir. Calisma yapilana kadar
ependorf tiipleri -86°C’de bekletilmistir (http://www.algimed.by/download/EN-
QlAamp-RNA-Blood-Mini-Handbook.pdf, Erisim tarihi: 25 Mart 2019).

5.6. cDNA ELDESI

cDNA eldesi amaci ile High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA) kullanilmistir.

Calisma i¢in gerekli olan mix her bir 6rnek ic¢in; 2 pL 10x RT Buffer, 2 pL 10x
RT Random Primers, 0,8 pL 25x dNTP, 1 pL MultiSciribe™ Reverse Transcriptase,
4,2 uL Nuclease-Free Water ve 10 uL RNA eklenmistir.

Hazirlanan mix ependorf tiiplerine dagitilmis ve thermal cycler cihazina
yerlestirilerek 65°C’de 5 dk tutulmustur. Daha sonra calisma RNA Ornekleri

eklenmistir.
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Tablo 2. cDNA protokolii

1. Basamak 2. Basamak 3. Basamak 4. Basamak

Sicaklik (°C) 25 37 85 4
Siire 10 dk 120 dk 5dn 0

Her bir 6rnek 0.2 upL’lik ependorf tiipleri igerisine hazirlanmistir. Ependorf
tiipleri thermal cycler cihazina yerlestirilerek yukarida belirtilen dongii ¢ergevesinde
cDNA eldesi gergeklestirilmistir (Tablo 2). (https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/4375222_HighCap cDNA_ReverseTranscripKits PI.pdf,
Erisim tarihi: 25 Mart 2019)

5.7. REAL TIME PCR CALISMASI

Plasmodiumvberghei parazitinin 18S ribosomal RNA gen bolgesine 06zgii
primerleri kullanilarak Real Time PCR ¢alisilmistir (Bhanot ve ark. 2003).

P. berghei 18S rRNA

forward : AAGCATTAAATAAAGCGAATACATCCTTAC

reverse : GGAGATTGGTTTTGACGTTTATGTG

Real Time PCR i¢in primer ¢aligma soliisyonu 1 pL forward, 1 pL reverse, 18

uL Nuclease-Free water olarak hazirlanmustir.

Tablo 3: P. berghei parazitinin 18S ribosomal RNA gen bélgesine 6zgii primerleri

ile hazirlanan PCR protokolii

Program Cycles °C Siire

On Denatiirayon 1 95 15 dk
95 20 sn

Dongii 40 60 30 sn

72 50 sn

Real Time PCR analizi i¢in her bir 6rnek i¢in hazirlanan mix toplam 23 pL
olacak sekilde hazirlanmistir. Mix; 12,5 pL 2x SYBR Green PCR Master Mix, 1,6
uL primer ¢aligma soliisyonu ve 8,9 uL Nuclease-Free water olusmustur. 2 pL

cDNA eklenerek ¢alisma Rotor Gene cihazina yiiklenmistir. Yukarida belirtilen PCR
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protokoliine uygun olarak ¢alisgma yapilmistir (Tablo 3). PCR protokoliinde on
denatiirasyon 1 cycle 95°C 15 dakika olarak uygulanmistir. Dongii asamast 40
dongiiden olusmustur. 1 dongii 95°C 20 saniye denatiirayon, 60°C 30 saniye
baglanma ve 72°C 50 saniye uzama asamalarini icermektedir.

Real Time PCR caligsmasi sonunda Rotor Gene cihazinin analiz programina gore

amplifikasyon grafikleri degerlendirilmistir.
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6. BULGULAR

Calisma gruplarinin farelerin kuyruk ucundan alinan kandan yapilan giemsa
boyasi ile boyanan preparatlarinin 151tk mikroskobunda immersiyon objektifi ile
incelenmesi sonucunda ;

Bir giin tedavi alan 1. Grup farelerin kan preparatlarinda enfeksiyon verildigi 3.
giinden itibaren P. berghei parazitine rastlanmistir. Bu gruptaki farelerin kan
yaymalar1 incelendiginde paraziteminin giderek arttigi ve 15. giinde farelerin 61diigii
gozlenmistir (Resim 7).

Iki giin tedavi alan II. Grup farelerin preparatlar1 incelendiginde 3. giinden
itibaren P. berghei parazitine rastlanmis fakat ilk gruba gore ilk giinlerde parazitemi
hizinin daha yavas arttig1 daha sonra logaritmik olarak arttig1 goriilmiistiir. I1. Grup
farelerin 17. giinde 61diigi gozlenmistir (Resim 8).

Ug giin tedavi alan III. Grup farelerin enfeksiyon verildikten 2. giin sonra
yapilan kan preparatlarinda P. berghei parazitine rastlanirken, 5. ve 7. giin
yaymalarinda da P. berghei parazitine rastlanmis, fakat daha sonra yapilan
preparatlarinda parazite rastlanmamistir (Resim 9).

Tedavi almayan IV. Grup farelerin preparatlarinda enfeksiyonun verildigi 2.
giinden itibaren P. berghei paraziti gozlenmistir. Ardisik gilinlerde yapilan
preparatlarin incelenmesinde paraziteminin giderek arttigt goézlemlenmis ve bu
gruptaki farelerin enfeksiyon verildikten 13 giin sonra ex oldugu goriilmiistiir (Resim
10).

Ayni sekilde serum fizyolojik verilen V. Grup farelerin preparatlari
incelendiginde paraziteminin giderek arttig1 goriiliirken bu gruptaki farelerin de 13

giin sonra 6ldiigi gortlmistiir (Tablo 4).
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Resim 7. Bir giin tedavi verilen I. Grup Resim 8. iki giin tedavi verilen 1l. Grup

farelerin giemsa boyal1 preparati farelerin giemsa boyali preparati

Resim 9. Tam tedavi verilen Il1. Grup ) h
Resim 10. Tedavi verilmeyen IV. Grup

farelerin tedavi sonrasi giemsa boyali

farelerin giemsa boyal1 prepati
preparati

Tablo 4. Giemsa boyali ince yayma preparatlarinin immersiyon mikroskobu ile

incelenme sonucu P. berghei saptanma durumu

GUN . GRUP Il. GRUP I1l. GRUP  IV.GRUP V.GRUP
0. Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
1. Tedavi Tedavi Tedavi Tedavi
2. Tedavi Tedavi Tedavi
3. Pozitif Pozitif Tedavi Pozitif Tedavi
5. Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
7. Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
9. Pozitif Pozitif Negatif Pozitif Pozitif

11. Pozitif Pozitif Negatif Pozitif Pozitif
13. Pozitif Pozitif Negatif Ex Ex
15. Ex Pozitif Negatif - -
17. - Ex Negatif - -
19. - - Negatif - -
21. - - Negatif - -
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Tedavi bitiminden sonra ardisik gilinlerde farelerden alinan kanlarin Real Time
PCR ile P. berghei parazitine ait hedef gen bolgesinin varligr agisindan
degerlendirilmistir. Enfeksiyonun verildikten sonra ki 7. giin tiim gruplarin
kanlarinda P. berghei PCR pozitifligi saptanmistir. Daha sonraki giinlerde alinan
kanlarinda ise 1., II., IV. ve V. Gruplardaki farelerin tiim kan o6rneklerinde PCR
pozitifligi goriiliirken, III. Grup farelerin kan 6rnekleri negatif sonu¢ vermistir (Sekil

3) (Tablo 5).

Tablo 5. Real Time PCR sonucu P. berghei saptama durumu

GUN I. GRUP II. GRUP  IlIl. GRUP IV.GRUP  V.GRUP
7. Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
9. Pozitif Pozitif Negatif Pozitif Pozitif
11. Pozitif Pozitif Negatif Pozitif Pozitif
13. Pozitif Pozitif Negatif Ex Ex
15. Ex Pozitif Negatif - -

17. - Ex Negatif - -
19. - - Negatif - -
21. - - Negatif - -

.

Sekil 2. Real — Time PCR amplifikasyon egrileri
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7. TARTISMA

Sitma insanlik tarihinin ¢ok eski zamanlarindan bu yana bilinen, enfekte Anofel
cinsi sivrisineklerin kan emmesi sonucu bulasan paraziter bir hastaliktir. Yaklasik
170 sitma ¢esidi tanimlanmaktadir. Insanlarda enfeksiyona neden olan sitma
etkenleri P. vivax, P. falciparum, P. malariae, P. ovale ve son zamanlarda bildirilen
P. knowlesi tiirleridir.

Diinya Malarya raporuna gore 2016 yilinda 91 iilkeden 216 milyon sitma vakasi
bildirilmistir (WHO 2017). Diinya genelinde 2016 yilinda 445 bin kisinin sitma
nedeniyle 6ldiigii bildirilmektedir. Bu 6liimlerin %91°1 Afrika bolgesinde, %6’ sinin
da Giiney Asya bolgesinde oldugu vurgulanmistir (\WHO 2017).

Diinya Saglk Orgiitii’niin uygulamis oldugu programlar sayesinde diinya
genelinde sitma olgularinda biiyiik diisiisler meydana gelmistir. Diinya Saglik Orgiitii
Avrupa Bolgesine bagli iilkelerde 1995 yilinda 90.712 yerli sitma olgusu bildirilirken
2015 yilinda yerli sitma olgusu goriilmemektedir. Dogu Akdeniz Bolgesi iilkelerinde
de sitma olgularinda uygulanan programlar sonucunda biiyiik dl¢iide yerli sitma olgu
sayllarinin azaldigr bildirilmektedir. Diinya genelinde sitma olgularinin biiyiik
cogunlugu Afrika Bolgesi iilkelerinde ve Giliney Asya Bolgesi tilkelerin de
goriilmektedir. Ulkemizde de 2013 yilindan bu yana yerli sitma olgusu
bildirilmemistir (WHO 2017).

Ulkemizde goriilen sitma olgularmin tiimii yurtdis1 kaynakli (import) olgulardir.
Import sitma olgularini, sitmanin endemik oldugu Afrika ve Giiney Asya Bolgesi
tilkelerine c¢aligmak veya turizm amaciyla giden vatandaglarimiz ile tlkemizin
Avrupa ile Asya kitalarini baglayan cografik konumu nedeniyle go¢ hareketlerinin
merkezinde yer almasi nedeniyle iilkemize giris yapan diizensiz gdé¢menler
olusturmaktadir. Import vakalarin biiyiik bir kisminm geldikleri iilkelerde tani
konulmasi ve tedavi verilmesine ragmen kisilerin tedavilerini tam olarak almadiklar
ve lilkemizde hastaliklarinin tekrar niiks ettigi gézlenmistir.

Perandin ve arkadaslar1 2004 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada sitmanin endemik

oldugu bolgeden donen ve ates sikayeti olan 122 hastadan alinan kan 6rneklerinde
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mikroskobik ve PCR yontemi ile sitma taramasi yapilmistir. Yapilan tarama
sonucunda mikroskobi ile 61 hastanin pozitif oldugu PCR yontemleri ile yapilan
incelemede ise 62 hastanin pozitif oldugu bildirilmistir (Perandin ve ark. 2004).

Mangold ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaptiklar1 calismada 358 hasta kan
ornegi incelenmistir. Taranan bu 6rneklerden 76’s1 mikroskobik inceleme ile pozitif
bulunmustur. Mikroskobi ile pozitif bulunan ve tiir tayini yapilan 76 6rnegin PCR
yontemi ile tiir tayini yapildiginda 74 6rnek pozitif olarak bulunmustur. PCR
yontemi ile tespit edilemeyen 2 6rnegin mikroskobik olarak %0,01 P. falciparum
parazitemisi oldugu bildirilmistir (Mangold ve ark. 2005).

Elsayed ve arkadaslarinin 2006 yilinda mikroskobi ve Real Time PCR
yontemleri ile taradiklar1 78 hastanin taramasinda mikroskopi ile 28 hastanin pozitif,
PCR yontemi ile 27 hastanin pozitif oldugu bildirilmistir. Mikroskopik inceleme ile
P. ovale olarak tani konulan hastanin PCR yontemi ile negatif oldugu bildirilmistir
(Elsayed ve ark. 2006).

Bati Afrika iilkesi olan Gambiya’da Nwakanma ve arkadaslarinin 2009 yilinda
yapmis oldugu bir ¢calismada sitma siiphesi ile poliklinige basvuran 386 hastanin kan,
tilkliriik ve idrar 6rneklerinin tanisal dogrulugunun mikroskopi ve PCR yontemi ile
karsilastirilmast yapilmistir. Bu calismada 386 hastanin giemsa boyali preparatlari
mikroskopik incelemesi iki farkli uzman tarafindan yapilmigtir. Tiim kan 6rneklerini
inceleyen birinci uzman 54 pozitif sonug verirken, ikinci uzman ise 62 pozitif sonug
vermistir. PCR yontemiyle kan oOrnekleri degerlendirildigin de 68 pozitif sonug
verdigi bildirilmistir. Bu c¢alismada sitma tanmisinda altin standart kabul edilen
mikroskopi yonteminde deneyimli kisiler tarafindan preparatlarin degerlendirilmesi
gerektigi goriilmektedir. Ancak uzmanlarin incelemelerine karsin tani ve hasta
takibinde parazit sayisi ¢ok az oldugunda veya iyi boyanmayan preparatlarda sadece
mikroskobi yontemi ile yapildiginda yanlis negatif sonu¢ verme olasiligi
bulunmaktadir (Nwakanma ve ark. 2009).

Rantala ve arkadaglarinin 2010 yilinda Malavi’de hamile 475 kadin hastanin
sitma taramasinda mikroskopi yontemi ile PCR yontemini karsilastirmislardir.
Mikroskopi ile 14 hastanin pozitif oldugu ve bunlarin 11’1 P. falciparum, 3’ P.
malariae olarak tanimlanmigtir. PCR yontemi ile 51 hastada pozitif sonug bulduklar
ve mikroskopi yonteminde P. falciparum tanisi konan 1 hastanin negatif oldugu, P.

malariae tanis1 konan 3 hastadan 2 sinin negatif oldugu ve negatif olarak bildirilen
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461 hastadan 40 hastanin P. falciparum pozitifligi bildirilmistir (Rantala ve ark.
2010).

Geng ve arkadaslarmin 2010 yilinda Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
Parazitoloji boliimiine 1999 — 2009 yillar1 arasinda sitma siiphesi ile bagvuran 92
hastanin mikroskopik ve PCR yontemleri ile incelemesi yapilmistir. Mikroskopik
inceleme sonucunda 44 hasta pozitif degerlendirilirken, Real Time PCR ydntemi ile
56 hasta pozitif olarak degerlendirildigi bildirilmistir (Genc ve ark. 2010).

Dormond ve arkadaglarinin 2004 — 2008 yillar1 arasinda tani1 laboratuarlarina
gelen 83 kan 6rneginin mikroskop yontemi ve PCR yontemi ile sitma agisindan
taramasi yapilmistir. Bu tarama sonucunda mikroskop yontemi ve PCR ydntemi ile
82 hasta kan oOrneginde sitma paraziti pozitif bulunmustur. Sadece bir 6rnek
mikroskopi yontemi ile pozitif olarak degerlendirilirken PCR yontemi ile negatif
saptanmistir. Bu hastaya ait incelenen ince yayma preparatindan tek bir trofozoite
rastlandigi bildirilmistir (Dormond ve ark. 2011).

Congpuong ve arkadaglarinin 2012 yilinda yaptiklar bir calismada Tayland’in
kuzey batisinda yapilan bir taramada 475 kisi sitma agisindan taranmustir. Bolge
sitma merkezinde mikroskopik yonden taranan hastalarin hepsi negatif olarak
degerlendirilmistir. Daha sonra tiim 6rnekler PCR yontemi ile c¢alisilmis ve uzman
mikroskopist tarafindan tekrar incelenmistir. Bu incelemenin sonucunda uzman
mikroskopist ve PCR yontemi ile 8 kisi sitma acisindan pozitif bulunurken 1 kisi
sadece PCR yontemiyle pozitif olarak degerlendirildigi bildirilmistir (Congpuong ve
ark. 2012).

Sitma tedavisinde sitmaya neden olan parazit tiirlinlin saptanmasi tedavinin
sekillenmesi acisindan Onem tagimaktadir. Mikroskobi yontemi ile yapilan tiir
tayinleri deneyimli bir mikroskobist olmadan yapiliyorsa ¢ikan degerlendirme
sonucunun PCR y6ntemi ile teyit edilmesi gerektigi diisiiniilmektedir.

Sitma tani, tiir tayini ve hasta takibinde mikroskobi yonteminin yanisira PCR
yontemide kullanilmalidir. Ydntemlerden sadece birinin kullanilmasi durumunda
parazitemi yiikiiniin az oldugunda yanlis negatif sonu¢ vermemize neden olabilecegi
distiniilmektedir.

Lo ve arkadaslarinin Myanmar - Cin sinirinda 2016 yilinda yapmis olduklart bir
calismada 63 P.falciparum enfeksiyonu tanisi konmus hastanin tedavi takibi
yapilmistir. Tedavi takibinde PCR yontemi kullanilmistir. Tedavi sonucu parazit de

meydana gelen morfolojik degisikliklerden dolay1r parazit yiikiinii mikroskopi ile
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Olgmenin uygun olmadigr bildirilmis ve antimalaryal tedavi sirasinda PCR
yonteminin  kullanilmasinin  takip agisindan o6nemli oldugu vurgulanmistir.
Calismalarinda hastalarin  %9,5’inde 2-3 giinliik tedaviden sonra tekrarlayan
parazitemi gorildigi bildirilmistir (Lo ve ark. 2016).

Sitma tanisinda ve hasta takibinde kalin damla, ince yayma preparatlarin giemsa
boyanmasi ile mikroskopta incelemesi halen altin standart olarak kabul edilmektedir.
Ozellikle saha taramalarinda kullaniminin kolay olmasi, maliyet acisindan oldukca
diisiik maliyetli olmasi, kullanilan malzemelerin her laboratuvarda bulunuyor olmasi
mikroskobi yonteminin yaygin kullanimi olmasi agisindan avantaj saglamaktadir.
Fakat preparatlarin incelenerek dogru tani ve tiir tayininin yapilmasi igin deneyimli
uzmanlara gereksinim vardir. Ozellikle hasta takibinde ve tam olarak tedavi almayan
vakalarda tan1 koymak olduk¢a zordur. Vakalarin biiyiik cogunlugunda parazit atipik

bir formda goriilmektedir.
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8. SONUC ve ONERILER

Sitma tanisinda ve hasta takibinde altin standart mikroskopi yontemi olarak
kabul edilse de mikroskopi yontemi deneyimli bir mikroskopist gerektirmektedir.
Sitma tanisinda parazitin taninmasi ve tiir tespiti hastaligin tedavisine yon verdigi
icin biiylik 6nem tasimaktadir. Real Time PCR ydnteminin kullanilmasinda tani, tiir
tayini ve hasta takibi agisinda biiyilk kolaylik ve kisa zaman igerisinde sonug
verilmesi klinisyene biiyiik kolaylik saglayacag: diisiiniilmektedir. Ozellikle tedavi
sonrasinda sitma tanisinda ve hasta takibinde mikroskopi yonteminin kullanilmasi
gerektigi fakat bu yontemi desteklemek agisindan Real Time PCR yontemi ile

koordineli bir sekilde testlerin yapilmasi gerektigi kanisina varilmastir.
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